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 “Todas as substâncias são venenos; não há nenhuma que não seja veneno. A dose correta 
distingue o veneno do remédio.” (PARACELSO, 1493 – 1541) 
 
 
RESUMO 
 
Neste trabalho buscou-se avaliar a frequência de micronúcleos e anormalidades nucleares em 
eritrócitos de zebrafish (Danio rerio), por meio da exposição desta espécie a diferentes 
concentrações de triflumuron (Certero®), em testes agudos (96 horas) e crônico (30 dias). Nos 
testes agudos foram usadas as seguintes concentrações do inseticida: 0,2 mL/L; 0,6 mL/L e 1,8 
mL/L. Nesses testes, houve mortalidade total dos peixes em menos de 24 horas de exposição 
ao inseticida. No tratamento crônico foi utilizada a concentração de 0,2 mL/L. Neste último não 
houve mortalidade de peixes antes do término do experimento, mas constatou-se por meio do 
teste estatístico que o triflumuron não aumentou as frequências de micronúcleos e 
anormalidades nuclerares nas células sanguíneas destes animais.  
 
Palavras-chave: Micronúcleo. Anormalidades nucleares. Inseticidas. Genotoxicidade. 
 
 
ABSTRACT 
 
In the present study, we aim to evaluate the frequency of micronuclei and nuclear abnormalities 
in erythrocytes from zebrafish (Danio rerio), by the exposure of this species to different 
concentrations of triflumuron (Certero®), in acute (96 hours) and chronical (30 days) tests. In 
acute treatments the following concentrations of insecticide were used: 0,2 mL/L; 0,6 mL/L e 
1,8 mL/L. In this tests there was complete fish mortality within 24 hours of exposure to the 
insecticide. In the chronicle treatment it was used the concentration of 0,2 mL/L. In this last 
test, there was no fish mortality before the end of the experiment, but through the statistical test 
it was verified that the triflumuron did not increase the frequencies of micronuclei and 
abnormalities in the blood cells of these animals.  
   
Keywords: Micronucleus. Nuclear abnormalities. Insecticides. Genotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 Desde 2008, o Brasil é considerado o país que mais faz uso de agrotóxicos em sua 
agricultura (CARNEIRO et al., 2015). À medida que a demanda mundial de alimentos cresce, 
o setor agrícola está cada vez mais dependente destas substâncias para alcançar altos patamares 
de produção. De acordo com a legislação brasileira, os agrotóxicos são definidos como 
substâncias físicas, químicas ou biológicas que servem para “defender” plantas ou animais de 
seres vivos considerados prejudiciais à agricultura, ambiente natural, urbano ou doméstico 
(BRASIL, 1989; BRASIL, 2002). 
 O triflumuron faz parte do grupo químico das benzo-fenil-ureias e é um inibidor da 
síntese de quitina pertencente à categoria da classe de inseticidas chamados reguladores do 
desenvolvimento de insetos (do inglês IGRs = Insect Growth Regulator) (WHO, 2006). Esse 
tipo de inseticida não possui como mecanismo primário a morte, mas atua no desenvolvimento 
normal do inseto – nesse caso, na síntese de quitina, que é o principal constituinte do 
exoesqueleto dos insetos – impedindo que a metamorfose aconteça corretamente, e 
consequentemente fique impossibilitado de chegar à fase adulta (BELINATO, 2007).  
 Para avaliar os efeitos genotóxicos de xenobióticos em organismos não-alvo, é de 
conhecimento científico fazer uso do teste de micronúcleo e anormalidades nucleares, que foi 
desenvolvido por Schmid em 1975 (FLORES; YAMAGUCHI, 2008). Já o estudo com peixes 
é uma metodologia adaptada por Hooftmann e Raat (1982) e consiste na coleta do sangue 
periférico de peixes e posterior análise de seus eritrócitos (CORT; GHISI, 2014). O 
micronúcleo é um núcleo “extra”, menor que o núcleo normal da célula, tendo 
aproximadamente 1/3 do seu tamanho e esse fenômeno acontece quando ocorre quebras de 
cromossomos (clastogenicidade) durante a anáfase da mitose, quando esses cromossomos são 
perdidos por não poderem se ligar às fibras do fuso e fazer sua migração normal aos polos da 
célula (LE BIHANIC et al., 2016). Além da presença de micronúcleos, é possível avaliar a 
presença de anormalidades nucleares, que se caracterizam por serem conformações anormais 
que o núcleo dos eritrócitos pode apresentar, mostrando que as células estão sofrendo algum 
tipo de resposta primária antes da formação do micronúcleo (THOMÉ; SILVA; SANTOS, 
2016). 
Neste trabalho foi usado o zebrafish como organismo para os testes realizados. O 
zebrafish, também conhecido como paulistinha ou peixe-zebra, é um pequeno peixe teleósteo 
(3 – 4 cm) de água doce da família Cyprinidae, sendo nativo do continente asiático 
 12 
 
(SCHNEIDER, et al., 2009). Várias características do zebrafish tornaram esse organismo 
popular na pesquisa científica, como por exemplo, o seu tamanho reduzido – o que facilita a 
sua criação em biotérios e se torna economicamente mais viável –, sua rápida reprodução e 
desenvolvimento até chegar à fase adulta e seu genoma que é bastante similar ao dos mamíferos 
(SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012). Por causa dessa última característica, ele tem 
se tornado organismo-modelo frequentemente usado para avaliar o impacto que potenciais 
substâncias tóxicas podem acarretar sobre o genoma (SANT’ANNA, 2009) e por isso foi 
escolhido para este trabalho. 
 Diante do cenário do uso de agrotóxicos no Brasil, se torna importante o estudo dos 
impactos que essas substâncias podem acarretar nos seres vivos não-alvo e nesse sentido, o 
triflumuron é uma substância que possui estudos insuficientes sobre os danos que pode causar 
em outros organismos além dos insetos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o 
impacto do triflumuron (Certero®) sobre o organismo-modelo zebrafish (Danio rerio), por 
meio da análise das frequências de micronúcleos e anormalidades nucleares nos eritrócitos do 
sangue periférico dessa espécie.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 13 
 
2 METODOLOGIA 
 
 Os espécimes de zebrafish deste trabalho foram adquiridos no comércio local de Cerro 
Largo – RS, variaram entre 3 e 4 cm de comprimento e pesando em média 0,61 g. Foram 
trazidos ao laboratório, onde foram aclimatados por 72 horas, em aquários com capacidade de 
15 L, com água de torneira previamente preparada1, sendo 10 peixes por aquário. A 
metodologia usada foi autorizada pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), da 
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) e aprovado com o protocolo 
23205.000952/2017-89. 
 
2.1. Concentrações de triflumuron usadas nos testes 
 
 Para cada aquário de testes agudos foram usadas as seguintes concentrações de 
Certero®2: 0,2 mL/L (= 3 mL) para a concentração recomendada de campo; 0,6 mL/L (= 9 mL) 
para a concentração tripla da concentração de campo; e 1,8 mL/L (= 27 mL) para a concentração 
tripla da anterior. A concentração de campo foi calculada a partir das recomendações de seu 
uso na agricultura de soja, descritas na bula do produto. Para o teste crônico foi usado o mesmo 
valor da concentração de campo (0,2 mL/L = 3 mL), sendo o valor total diluído em doses 
fracionadas durante 30 dias (0,3 mL por dia). Além disso, mais um aquário foi usado sem a 
adição do inseticida, sendo este o controle.  
 
2.2 Monitoramento dos parâmetros da água e comportamentos dos peixes 
 
Os animais foram monitorados durante o tempo de testes quanto ao seu comportamento 
(mobilidade) e alimentados três vezes ao dia. Além disso, o monitoramento dos parâmetros da 
água aconteceu diariamente3, onde buscou-se os parâmetros ideais da água dos aquários tendo 
como base o trabalho de Dammski et al. (2011). 
 
 
 
 
 
                                                             
1 A água dos aquários ficou em repouso por pelo menos três dias para a decantação do cloro. 
2 As concentrações usadas neste trabalho referem-se a diluições do produto disponível comercialmente em sua 
suspensão concentrada (princípio ativo + outros ingredientes). 
3 No aquário de controle e teste crônico. 
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2.3 Período de exposição dos grupos de peixes ao triflumuron e confecção dos esfregaços 
de sangue 
  
 Os peixes foram expostos para um período de 96 horas4 nos testes agudo e durante 30 
dias para o teste crônico e controle. Terminado o período de exposição, os peixes foram 
anestesiados com óleo de cravo e posteriormente sacrificados por meio do corte do pedúnculo 
caudal, para a extração do sangue periférico5. Para coleta de sangue foram utilizados capilares 
de vidro com EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético), onde imediatamente após a coleta, 
fez-se a confecção de esfregaço de sangue em lâminas previamente limpas. Após a secagem do 
esfregaço em temperatura ambiente, as lâminas foram submersas em metanol absoluto por 10 
minutos, para a fixação do material biológico. 
 
2.4 Coloração dos esfregaços de sangue 
 
 As lâminas foram coradas em um período após 24 horas da fixação do material. A 
coloração seguiu o protocolo de Feulgen (hidrólise e posterior submersão em reativo de Schiff 
por duas horas) para a coloração do núcleo e contracoloração com fast-green, por 1 minuto, 
para evidenciar citoplasma. Após o protocolo de coloração ter sido realizado, as lâminas foram 
deixadas para secagem em temperatura ambiente por pelo menos 24 horas. 
 
2.5 Contagem dos eritrócitos e análise das observações 
 
 Depois da etapa de coloração das lâminas, procedeu-se com a contagem dos eritrócitos. 
De cada peixe foram contabilizadas 2.000 células, com microscópio óptico com aumento total 
de 1000x. Durante a contagem, foram observadas a presença de micronúcleos (MN) (Fig. 1 e 
3) e anormalidades nucleares (AN), de acordo com Rivero (2007). As AN foram classificadas 
em cinco tipos: “blebbed” (Fig. 2), com evaginação leve do núcleo; “lobed” (Fig. 1), com 
evaginação maior e mais alterada que a anterior; “notched” (Fig. 3), quando a célula apresentava 
o seu núcleo com um corte considerável; binucleada (Fig. 2), quando o eritrócito apresentava 
dois núcleos aparentes, com aproximadamente o mesmo tamanho; e vacúolo, quando o núcleo 
apresentou uma cavidade dentro do limite nuclear. O núcleo dos eritrócitos foi considerado 
                                                             
4 Não foi possível serem completadas as 96 horas de experimento, porque todos os peixes expostos no tratamento 
agudo morreram antes do fim do período de teste. 
5 Foi possível executar o protocolo de confecção de esfregaços somente com os peixes do aquário de controle e 
do teste crônico, visto que estes dois grupos completaram todo o período de experimento. 
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normal quando manteve o formato oval-arredondado, característico desse grupo de animais 
(MATOZO, 2015). 
 
Figura 1 – Exemplo de anormalidade nuclear do tipo “lobed” (seta a) e micronúcleo (seta b). 
 
Fonte: Rivero, 2007. 
 
Figura 2 - Exemplo de célula binucleada (seta a) e anormalidade nuclear do tipo "blebbed" 
(seta b) 
 
Fonte: Rivero, 2007. 
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Figura 3 - Eritrócitos de peixe com anormalidade nuclear do tipo "notched" (setas a) e 
micronúcleo (seta b). 
 
Fonte: Rivero, 2007. 
 
Os resultados obtidos a partir das análises microscópicas foram submetidos ao teste de 
Wilcoxon (equivalente ao Teste U de Mann-Whitney) para dados não-paramétricos, com nível 
de significância de 5% (p < 0,05). O software usado foi o R, interface RStudio. 
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3 RESULTADOS 
 
Os resultados do presente estudo foram obtidos principalmente por meio dos peixes 
expostos cronicamente ao Certero® e dos peixes do aquário de controle. Durante o período de 
teste dos tratamentos crônico e controle, não foi registrada nenhuma morte dos animais testados 
e o comportamento dos mesmos (mobilidade) ficou dentro do considerado normal para a 
espécie.  As análises dos parâmetros da água para os testes agudos e crônico, bem como do 
aquário de controle estão disponíveis na Tabela 1. Os dados de tratamento crônico com o 
inseticida e controle, estão disponíveis na Figura 4 e Tabela 2.  Na tabela 2, pode-se verificar 
as médias de registros obtidos por meio das análises microscópicas. As médias se referem ao 
total de registros tanto de MN quanto de AN, divididas pelo número de peixes amostrados em 
cada aquário (n = 10).  
 
Tabela 1 - Parâmetros da água nos aquários de controle, teste crônico e agudos. Laboratório 
de Genética, UFFS campus de Cerro Largo - RS, 2018. 
Característica Controle* TC 0,2 mL/L* 
TA 0,2 
mL/L** 
TA 0,6 
mL/L** 
TA 1,8 
mL/L** 
pH 7,9 ± 0,04 7,7 ± 0,04 8,1 8,3 8,3 
Condutividade 
(µS) 
427 ± 5,2 470 ± 7,3 306 303 354 
Sólidos dissolvidos 
totais (ppm) 
282,4 ± 3,4 312,1 ± 4,1 203 199 234 
Salinidade (ppm) 218,1 ± 3,8 236,7 ± 3,1 155 152 177 
Temperatura (ºC) 24,2 ± 0,2 23,6 ± 0,2 26 26 26 
O2 dissolvido 
(mg/L) 
5,0 ± 0,1 5,1 ± 0,1 3,2 3,6 3,6 
Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: TC = tratamento crônico; TA = tratamento agudo. *Parâmetros da água dos 
grupos de experimentação expressos em média ± erro padrão. **Os dados dos testes agudos referem-se somente 
a uma única medição, por isso não há média e erro padrão. 
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Figura 4 - Frequências absolutas de micronúcleos e anormalidades nucleares registradas em 
20.000 eritrócitos (por aquário) de zebrafish mantidos no controle e tratamento crônico com 
triflumuron.  
 
Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: MN = micronúcleo; BB = blebbed; LB = lobed; NT = notched; VAC = 
vacúolo; BN = célula binucleada. 
 
Tabela 2 – Médias dos valores de ocorrência de micronúcleos e anormalidades nucleares em 
zebrafish no aquário de controle e aquário de tratamento, no Laboratório de Genética da 
UFFS campus de Cerro Largo – RS, em 2018. 
 Aquário MN* BB* LB* NT* VAC* BN* 
Controle 0,2 ± 0,1 3,1 ± 0,4 3,0 ± 0,6 4,2 ± 1,0 9,8 ± 2,2 0,8 ± 0,4 
Tratamento 0,1 ± 0,1 6,6 ± 2,1 3,5 ± 0,9 3,7 ± 1,2 10,3 ± 3,6 1,7 ± 0,4 
Fonte: Elaborado pelo autor. *Dados hematológicos dos grupos de experimentação expressos em média ± erro 
padrão. Legenda: MN= micronúcleo; BB = blebbed; LB = lobed; NT = notched; VAC = vacúolo; BN = célula 
binucleada. 
  
O Teste de Wilcoxon (equivalente ao Teste U de Mann-Whitney) realizado tanto para 
MN, quanto para AN, não foi estatisticamente significativo (p > 0,05), indicando assim, que 
provavelmente, o triflumuron nas doses recomendadas e em longo período de tempo não 
influencia no aumento da frequência da presença desses fenômenos nas células sanguíneas 
desses animais. 
Nos peixes submetidos cronicamente ao triflumuron, contudo, pode-se verificar que a 
variação em relação à mediana de números de ocorrências totais de AN é maior que no aquário 
sem o inseticida (Fig. 5). Entretanto, o teste estatístico usado não mostrou evidências suficientes 
de que a ocorrência de AN estavam relacionadas à presença do inseticida na água.  
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Figura 5 - Variação de registros de anormalidades nucleares encontradas nos dois grupos de 
zebrafish do estudo, no Laboratório de Genética, UFFS campus de Cerro Largo - RS, em 
2018. 
 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
  
Em relação aos testes agudos realizados, os três grupos de peixes usados nessa exposição 
morreram em até 24 horas depois de iniciado o teste. Os animais expostos nas concentrações 
mais altas do que a recomendada do inseticida estudado (0,6 mL/L e 1,8 mL/L), morreram em 
menos de uma hora após o início da exposição. O grupo de teste agudo que teve sua morte mais 
lenta foi o grupo exposto na concentração de campo (0,2 mL/L), a mesma usada para o teste 
crônico. Este grupo resistiu por volta de 24 horas depois de iniciado o experimento. 
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4 DISCUSSÃO 
 
De acordo com o exposto neste trabalho, foi possível perceber que o número de MN 
registrados não foi o suficiente para demonstrar que o triflumuron cause alterações genéticas 
no organismo-modelo usado em exposição crônica ao triflumuron. As AN também não foram 
estatisticamente significativas, apesar da frequência de algumas categorias analisadas terem 
sido maiores no grupo de peixes do tratamento com o inseticida.  
O teste de micronúcleo é amplamente usado para a avaliação de impacto de diferentes 
compostos sobre células de organismos vivos, inclusive usado por empresas para avaliar o risco 
de genotoxicidade de seus produtos (CARVALHO et al., 2017). É um teste seguro e de rápida 
execução, que pode informar sobre o perigo que determinados produtos podem oferecer à saúde 
humana e organismos não-alvo.   
A taxa de formação de MN foi baixa tanto no experimento de controle, como na 
exposição crônica ao Certero®. Os poucos MN registrados nos dois grupos de peixes 
amostrados ficaram dentro da taxa basal de formação de MN, que é da ordem de 3/1000 células 
examinadas (MÉLO et al., 2008). Assim, a partir deste estudo, de estudos preliminares já 
realizados com o gênero Astyanax (JABLONSKI et al., 2017) e a informação da própria bula 
do produto, que informa que o composto não induz a formação de MN em animais de 
laboratório, pode-se inferir que, provavelmente, na exposição controlada e na dose 
recomendada, esse composto não aumenta a frequência de formação de danos citogenéticos em 
células de seres vivos não-alvos.  
 Embora o escopo do presente estudo ter sido a avaliação dos danos genéticos que o 
triflumuron poderia causar em seres vivos não-alvo para a substância, também pôde-se verificar 
que a substância pode ser letal quando usada em doses elevadas em curto período de tempo. Os 
testes agudos realizados servem de alerta para a verdadeira concentração letal mediana do 
produto.  
O registro da mortalidade total de peixes de dois aquários em um período de até uma 
hora após o início do experimento agudo, evidenciam de que a concentração letal mediana 
(CL50)  estipulada na Ficha de Informações de Segurança de Produto Químico (FISPQ) Mirza 
480 SC® – outro inseticida disponível comercialmente por outra fabricante e que possui a 
mesma formulação do Certero® – deve ser menor, visto que as doses que foram usadas em 
nosso estudo foram menores diante da recomendada para matar 50% dos animais. A CL50 
estipulada de Mirza 480 SC®, para peixes da espécie Danio rerio é de > 100 mg/L (Certero® 
em sua FISPQ não possui a CL50 para peixes). Dessa forma, apesar dos resultados negativos no 
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teste crônico de genotoxicidade, deve-se ter atenção ao uso indiscriminado de inseticidas, visto 
que frequentemente, agricultores não fazem o uso da leitura da bula e, muitas vezes, o uso de 
agrotóxicos é feito grosseiramente, sendo utilizado em concentrações maiores do que as 
recomendadas pela fabricante (BARBOSA, 2014).  
Ainda em relação aos testes agudos, poderia se supor que a mortalidade total dos grupos 
de peixes amostrados em até 24 horas, pode ter sido provocada pela alta descarga do inseticida 
na água em curto período de tempo, combinado com o fato de que as taxas de oxigênio 
dissolvido nesses aquários estavam abaixo da recomendada para a espécie (Tab. 1). Contudo, 
sabe-se que o zebrafish é um organismo-teste usado preferencialmente em pesquisa pelo fato 
de ser um animal resistente e tolerar altas variações ambientais, sendo esse mais um dos motivos 
pelo qual ele vem se tornando popular no meio acadêmico (DAMSKI, et al., 2011). Além disso, 
como foi exposto na sessão anterior, os animais que tiveram sua morte mais demorada estavam 
expostos no aquário com a menor taxa de oxigênio dissolvido e menor concentração do 
inseticida, o que demonstra que as mortes provavelmente não ocorreram por asfixia.   
 Muitos trabalhos disponíveis que avaliam o potencial genotóxico de variados compostos 
confirmam que o teste de micronúcleo é confiável e mostra resultados satisfatórios. Mélo et al. 
(2008) em seu estudo dos efeitos mutagênicos do inseticida temefós demonstraram que 
diferentes doses de temefós administradas em ratos por via bucal-gástrica induziram a formação 
de micronúcleos em 2,61%, 3,50% e 3,69% em animais machos e 1,02%, 1,37% e 1,33% em 
fêmeas.  
 Com relação ao teste de micronúcleo písceo, Benites et al. (2014), em um estudo para 
avaliação do potencial mutagênico das águas do rio Uruguai também registraram diferenças 
significativas nas frequências de micronúcleos entre os grupos controle e tratamento. Além 
disso, o uso do zebrafish como organismo-modelo é cada vez mais frequente nas pesquisas 
acadêmicas in vivo e traz resultados seguros (D’COSTA et al., 2018). D’Costa et al. (2018) 
ainda mostraram em seu trabalho que, a presença do pesticida monocrotofós na água é 
correlacionado com a maior frequência de micronúcleos em eritrócitos de zebrafish e é 
confirmado também com os resultados positivos no teste cometa. Além dos trabalhos citados, 
atualmente há uma grande quantidade de trabalhos que têm usado peixes para avaliar o 
potencial mutagênico de substâncias (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012; 
SANT’ANNA, 2009). Dessa forma, nossos resultados evidenciam que a metodologia usada e 
os resultados são confiáveis.  
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5 CONCLUSÃO 
 
 Por meio deste estudo, verificamos que a concentração recomendada para o uso no 
campo do triflumuron não influenciou no aumento da frequência de micronúcleos e 
anormalidades nucleares nos eritrócitos do zebrafish em exposição crônica. Diante disso, 
podemos inferir que, possivelmente, o uso controlado das doses recomendadas na bula dos 
produtos comerciais do triflumuron, não causará aumento na frequência de micronúcleos e 
anormalidades nucleares em peixes. 
 Contudo, apesar deste estudo não ter apresentado resultados significativos no teste 
crônico de genotoxicidade, deve-se ter atenção aos resultados em relação aos testes agudos. O 
uso indiscriminado da substância, em doses mais altas que a recomendada e em pequeno espaço 
de tempo, podem vir a causar toxicidade e consequente mortalidade de eucariotos não-alvo do 
produto. Nesse sentido, a Ficha de Informações de Segurança de Produto Químico (FISPQ) de 
Mirza 480 SC, provavelmente, pode errar ao afirmar que a dose para causar a morte de metade 
de uma população de peixes (CL50) precisaria ser bastante elevada. Nosso estudo mostrou que 
a dose é abaixo da estipulada para causar a morte de metade de uma população desses animais, 
assim, necessitando de mais estudos de toxicidade para confirmar esse achado.  
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